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贰 曲 条 跳 甲 合 氨 酸 门 控 氮 离 子 通 所 (GluO0l) 
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摘要 : 氧 离子 通道 与 农业 害虫 的 抗 药性 发 生 有 密切 关联 。 本 研究 结合 转录 组 测序 及 菊 光 定量 PCR 技术 , 鉴定 和 分 
析 黄 曲 条 跳 甲 Phyllotreta striolata (Fabricius ) 谷 氮 酸 门 控 氯 离子 通道 (CluCl) 的 基因 序列 特征 、 功 能 及 基因 表达 谱 。 
结果 表明 : 本 研究 所 获得 的 GluCl cDNA 序列 长 度 为 1 430 bp, 开放 阅读 框 (open reading frame，ORF ) 长 为 1344 
bp ， 编 码 447 个 氨基 酸 残 基 。 其 推测 蛋白 分 子 主要 含 神经 递 质 分 子 胞 外 结合 域 和 胞 内 跨 膜 域 两 大 功能 域 ， 其 亲 水 
的 胞 外 结合 域 又 含有 2 个 由 半 胱 氨 酸 二 硫 键 形 成 的 氨基 酸 残 基 桥 环 , 表现 出 CluCl a 亚 基 的 典型 特征 。cDNA 序 
列 的 系统 发 育 分 析 表 明 , 该 GluCl 与 其 他 昆虫 的 GluCla 高 度 同 源 , 而 在 疹 椎 动物 中 则 与 y-GABA 或 甘氨酸 配 体 门 
控 毛 离子 通道 同 源 。 荧 光 定 量 PCR 分 析 表 明 , 该 GluCl 基因 在 黄 曲 条 跳 甲 肉 雄 上 成虫 的 不 同 部 位 中 都 有 表达 , 但 是 
在 头 部 的 表达 量 非常 高 , 如 雄 虫 头 部 的 表达 量 是 其 精 人 巢 的 65.7 倍 、 是 其 中 肠 的 227.5 倍 , 揭示 GluCl 基因 在 中 本 
神经 组 织 中 具有 重要 作用 。 本 研究 为 进一步 研究 CluCl 介 导 的 黄 曲 条 跳 甲 抗 药性 的 发 生 及 其 分 子 机 理 葛 定 了 基础 。 
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Characterization and expression profiling of GluCl cDNA of Phyllotreta 


striolata (Coleoptera: Chrysomelidae) 

BIN Shu-Ying, HE Hua-Liang, LIAO Hong-Zhi, WU Zhong-Zhen, LIN Jin-Tian” ( Institute for 
Management of Invasive Alien Species, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou 
S10225 , China) 

Abstract: Chloride channel was closely related to insect resistance to pesticides. ESTs of glutamate 
mediated chloride channel ( GluCl) gene were clustered and identified from transcriptome data of 
Phyllotreta striolata (Fabricius). The expression of GluCl gene in different tissues of P. striolata adults 
was profiled by quantitative real-time PCR. The results indicated that the cDNA of this gene is 1 430 bp 
in length with an open reading frame ( ORF) encoding 447 amino acids. The putative protein molecule 
contains two functional domains: a neurotransmitter-gate ion-channel ligation binding domain and a 
neurotransmitter-gate ion-channel transmembrane domain. There are two cysteine loops in ligation binding 
domain regions demonstrating a typical characteristic of GluCla subunit. Phylogenetic analysis of the 
complete cDNA sequence showed that the GluCl of P. striolata is highly homologous to CluCla of other 
insects. Quantitative real-time PCR assay showed that a relatively higher expression amount of GluCl gene 
was found in head than in other organs including antenna, midgut, testis, ovary, fore legs, middle legs 
and hind legs. The expression level of GluCl gene in head of male adult was 65.7 times as high as that in 
testis and 227.5 times in midgut, suggesting its Important mediation in center nervous system. This study 
provides useful information for studying molecular mechanism of pesticide resistance mediated by GluCl of 
P. striolata. 
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氯 离子 通道 是 一 类 分 布 广泛 的 阴离子 通道 , 参 。 与 多 种 生理 过 程 , 如 pH 及 静 息 膜 电 位 和 兴奋 性 的 
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调节 、 细胞 内 守 泡 的 酸化 和 细胞 体积 调 市 等 , 其 基 
突变 或 功能 异常 都 可 导致 多 种 疾病 或 生理 异常 的 
发 生 。 合 氨 酸 是 无 消 椎 动物 神经 系统 内 重要 的 神经 
递 质 , 在 无 脊椎 动物 体内 谷 氨 酸 既 是 兴奋 性 的 神经 
递 质 , 又 是 抑制 性 的 神经 递 质 ( Shoop et al.，1995; 
Eguchi et al.,，2006 ) 。 作 为 抑制 性 的 神经 递 质 , 合 
氨 酸 与 突 触 后 受 体 结合 后 ,开启 握 离 子 通 道 , 称 为 
谷 氮 酸 门 控 的 氯 离子 通道 (glutamate-gated chloride 
channel, GluCl) ( Cully et al.，1996a)。GluCl 属于 
抑制 型 离子 跨 膜 蛋白 复合 体 , 含 w 和 B 两 种 亚 基 ， 
其 中 a 亚 基 与 药物 结合 , 并 负责 打开 或 加 强 离子 通 
道 开放 , 进而 导致 神经 肌肉 细胞 的 去 极 化 ,B 亚 基 
与 谷 氨 酸 结合 , 主要 起 门 控 作 用 ( 陈 琳 和 陈 杖 榴 ， 
2005 ) 。 

GluCl 目前 仪 在 无 脊椎 动物 的 神经 和 肌肉 细胞 
中 发 现 , 在 疹 椎 动物 中 尚未 发 现 , 因此 是 较为 理想 
的 杀 虫 剂 作用 靶 标 ( 吴 青 君 等 , 2008)。 国 内 外 在 寄 
生 线 虫 如 挫 转 血 政 线虫 Haemonchus contorius 和 模式 
线虫 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 的 神经 系 
统 中 发 现 广泛 分 布 着 GluCl, 它们 在 虫 体 的 感觉 、 
运动 、 否 咽 中 起 着 重要 的 作用 。GluCl 透 性 的 改变 ， 
可 导致 虫 体 体 壁 肌肉 的 弛 组 性 麻痹 , 阻 断 虫 体 咽 部 
肌肉 的 蠕动 ， 虫 体 采 食 受 阻 ( 陈 琳 和 陈 杖 榴 ， 
2005 ) 。 研 究 发 现 , 涡 氟 菊 酯 可 作用 于 昆虫 大 脑 突 
触 膜 上 的 谷 氮 酸 受 体 , 并 使 谷 氮 酸 与 GluCl 结合 量 
明显 增加 ; GluCl a 亚 基 表达 时 发 生 突变 或 改变 导 
致 昆虫 的 抗 药 性 ( 姜 玲 等 , 2008; 邢 剑 飞 等 , 2010)。 
目前 人 们 对 于 GIuCl 受 体 分 子 结构 和 功能 的 了 解 大 
多 数 来 目 于 对 线虫 和 模式 昆虫 的 研究 ， 而 对 农业 昆 
虫 的 研究 较 少 (Cully ef al.，1996b; 梁 延 坡 等 ， 
2010 ) 。 

黄 曲 条 跳 甲 Phyllotreta stiriolata (Fabricius ) ， 隶 
属 彰 翅 目 叶 甲 科 。 黄 曲 条 跳 甲 可 为 害 多 种 植物 , 尤 
其 喜 食 十 字 花 科 植 物 , 已 成 为 十 字 花 科 芯 末 生 产 中 
最 难 控 制 的 世界 性 害 忠 之 一 (Feeny ei al., 1970; 张 
茂 新 等 , 2000) 。 对 不 同 地 区 黄 曲 条 跳 甲 的 药剂 敏 
感性 研究 发 现 , 黄 曲 条 跳 甲 对 有 机 磷 类 ( 马 拉 硫 磷 、 
毒 死 凰 、 政 敌 县 )、 有 机 氯 类 ( 丁 硫 死 百 威 ) 、 氮 基 
甲酸 酯 类 ( 甲 蔡 威 ) 及 生物 农药 类 ( 阿 维尔 素 ) 均 产 
生 了 不 同 程度 的 抗 药 性 (Feng et al., 2000; 傅 建 炜 
等 , 2006) 。 目 前 对 抗 药 性 机 理 的 研究 只 局 限 在 代 
谢 抗 性 领域 ， 郑 丽 祯 等 (2009a,， 2009b ) 发 现 乙酰 胆 
碱 酯 酶 活性 的 降低 、 羧 酸 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 
活性 的 提高 是 导致 其 对 毒 死 凰 和 政敌 县 的 抗 性 增强 
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的 原因 。 但 国内 外 尚未 见 从 轰 标 抗 性 的 角度 人 研究 黄 
曲 条 跳 甲 的 抗 药性 发 生机 理 研 究 。 本 研究 首次 鉴定 
和 分 析 黄 曲 条 跳 甲 的 GluCl cDNA 序列 ,为 深入 研 
究 黄 曲 条 跳 甲 GluCl 受 体 蛋白 分 子 特性 和 揭示 其 介 
导 的 轰 标 抗 性 发 生机 理 葛 定 前 期 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 组 织 取 样 
1.1.1 试 虫 : 黄 曲 条 跳 甲 成 虫 成 虫 来 源 于 广州 市 
市 部 黄埔 古 洪 诸 亲 地 ， 采集 位 置 为 价 沫 Brassica 
juncea 的 心 叶 部 位 , 采 回 后 在 室内 继续 用 介 羔 沫 叶 
喂食 饲养 。 本 实验 中 组 织 取样 所 用 的 成 虫 为 野外 抓 
回 并 室内 饲养 的 第 1 代 成 虫 。 室 内 饲养 条 件 : 温度 
为 28C ,相对 湿度 为 75% 和 光照 强度 为 4 000 区 ， 
光 周 期 14L: 10D (光照 时 间 为 北京 时 间 5:30 - 19: 
30 ) 。 
1.1.2 组 织 取 样 : 首先 将 3 ~5 头 黄 曲 条 跳 甲 装 人 
离心 管 中 , 进而 在 冰 上 放置 5 min; 在 解剖 镜 载 物 
台 的 载 玻 片上 滴 一 滴 冰 上 预 冷 的 磷酸 盐 绥 冲 液 
(0.01 mol/L, pH 8.0) 液 滴 , 将 休克 的 黄 曲 条 跳 甲 
挑 在 液 滴 中 ; 在 黄 曲 条 跳 甲 即 将 苏醒 时 快速 解剖 ， 
分 别 收集 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 中 肠 、 精 梨 、 卵 巢 、 
前 足 、 中 足 、 后 足 等 组 织 样品 ， 瞧 虫 和 雄 虫 的 组 织 
样本 分 开 。 样 品 收集 时 先 在 1.5 mL 离心 管 中 放 入 
克 酸 盐 缓 冲 液 , 行 解剖 收集 满 10 头 时 , 4 000 r/min 
离心 , 除去 各 组 织 样本 中 的 磷酸 盐 绥 冲 液 , 置 液 毛 
速冻 后 你 存 于 -80%C 冰箱 备用 ; 各 组 织带 官 RNA 
总 量 的 提取 需要 解剖 80 头 以 上 的 上 肉 虫 或 雄 虫 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

RNeasy@ Plus Mini Kit 购 自 Qiagen 公司 ; Taq 
DNA 聚合 酶 ，PrimeScript® RT Reagent Kit，DNA 
Fragment MineBest Plasmid 
Purification Kit, pMD® 18-T, SYBR® Premix Ex 
Taq™, 500 bp DNA Ladder Marker, DL2000 DNA 
Marker 均 购 自 TaKaRa 公司 。 葡 光 定 量 PCR 仪 为 美 
国 罗 氏 的 LightCycler480 。 
1.3 黄 曲 条 跳 甲 RNA 的 提取 和 反 转 录 

按照 RNA 抽 提 试剂 盒 (Qiagen 公司 ) 使 用 说 明 
提取 黄 曲 条 跳 甲 (解剖 80 头 雌 雄 成 虫 左 右 ) 不 同 组 
织 器 官 样本 的 总 RNA。 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 紫外 
分 光 光 度 计 检 测 后 , 按照 PrimeScript® RT Reagent 
Kit 反 转 录 系 统 说 明 书 以 随机 引物 进行 反 转 录 歼 得 
cDNA ,以 此 作为 普通 PCR 构建 标准 品 和 菊 光 定量 
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PCR 分 析 表 达 谱 。 
1.4 引物 设计 与 合成 

根据 黄 曲 条 跳 甲 转录 组 测序 所 获得 的 GluCl 
cDNA 序列 ( 闹 华 良 等 , 2012) ,设计 和 筛选 符合 要 
求 的 特异 性 引物 GluCl-F 和 GluCl-R 用 于 后 续 的 实 
时 快 光 定量 PCR 反应 。 同 时 本 研究 以 黄 曲 条 跳 甲 
的 Actin 基因 作为 内 参 基 因 ( 引 物 为 Ps-actin-F 和 
Ps-actin-R) 。 灾 光 定 量 所 用 引物 序列 如 下 : GluCl- 
F: 5’-GTTGGACGAACGGCTGAAAT-3’,; GluCl-R 5”- 
ACGACAGAGTGAGCGAAATCC-3’，PCR 产物 长 度 
为 209 bp。 内 参 actin 基因 的 PCR 扩 增 引物 : Ps- 
actin-F. S$S’-TAAACCCGACGAAAGCAATGT-3’, Ps- 
actin-R: $5’-CGATTCCGAGAAAAGAACAGG-3’, PCR 
产物 长 度 为 220 bp。 
1.S 普通 PCR 扩 增 

以 合成 的 cDNA 为 模板 , 加 入 10 x ExTaq DNA 
聚合 酶 反应 缓冲 液 2 pL ( 舍 Mg“)，, 正 向 和 反 向 引 
物 各 1 pL (10 mol/L), 2.5 mmol/L dNTP 1.5 pL, 
Ex Taq DNA 聚合 酶 0.2 pL (5 U/nL) , 加 水 至 20 
EL， 泥 匀 离 心 后 放 入 PCR 仪 扩 增 。PCR 反应 程序 
为 : 94 人 变性 3 min; 接着 进行 35 个 循环 , 循环 条 
件 为 94% 30 s, 60% 30 s, 72%C 30 s; 循环 完毕 后 ， 
72 人 保温 10 min。 扩 增产 物 用 2.0% 琢 脂 糖 凝 胶 电 
泳 检 测 ， 回 收 目 的 片段 。 回 收 产 物 纯化 后 连接 到 
pMD-18 载体 ， 进 一 步 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 
Escherichia coli DHSa 中 ,经 蓝 白 斑 和 和 氮 革 和 电 选 , 重 
组 质粒 经 扩大 培养 , 提取 质粒 DNA 用 于 检测 。 测 
序 工作 由 广州 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 完 成 。 
1.6 ” 菊 光 定量 PCR 

采用 SYBR Green 染料 法 , 在 LightCycler480 交 
光 PCR 仪 上 进行 扩 增 和 数据 分 析 。 根 据 SYBR® 
Premix Ex Taq“ 试 剂 盒 的 说 明 书 , 按 20 pL 的 总 反 
应 体系 (SYBR@ Premix Ex Taq™ 2 x buffer 10 LEL ， 
正 加 引物 0.8 pL, 反问 引物 0.8 pL, ddH,O 7.4 
mL， cDNA 模板 1 pL), 采用 二 步 法 进行 , 程序 具 
体 的 参数 设置 如 下 : 预 变性 : 95%C 5 min; 扩 增 : 
95%C 5 s, 60%C 20 s, 40 轮 循环 ; 溶解 曲线 分 析 ， 
95%C 30 s, 65%C 15 s; 冷却 , 40% 1 s。 实 验 样 本 的 
反应 结束 后 , 结合 标准 曲线 进行 基因 表达 的 绝对 定 
量 分 析 。 标 准 曲 线 的 制作 : 以 经 测序 验证 的 阳性 重 
组 质粒 为 模板 , 经 10 售 系列 稀释 成 7 个 浓度 梯度 
(5.0, 5.0x10° ,5.0x10 ,5.0x10 ,5.0x 
10“, 5.0x10“ 和 5.0 x10” ng/pL) 以 优化 的 反 
应 条 件 进 行 real-time PCR， 以 循环 立 值 (Ct) 为 纵 坐 


谷 氨 酸 门 控 握 离子 通道 (GluCl) 基因 序列 特征 及 表达 分 析 235 


标 ,， 以 模板 质量 浓度 的 常用 对 数值 为 模 坐 标 建立 相 
对 定量 标准 曲线 。 本 研究 对 Ps-actin 和 GluCl 基因 
的 重组 质粒 的 浓度 梯度 及 对 应 的 灾 光 定量 PCR 都 
设置 3 次 重复 , 分 析 3 个 标准 曲线 内 部 的 标准 差 ， 
检验 实验 的 可 重复 性 。 分 别 根据 标准 曲线 计算 出 每 
一 次 实验 样本 中 目标 基因 表达 的 绝对 定量 。 黄 曲 条 
跳 甲 各 组 织 中 CluCl mRNA 相对 表达 量 的 计算 公式 
为 : GluCl 基因 表达 的 绝对 定量 /Ps-actin 基因 表达 
的 绝对 定量 。 
1.7 在 线 序列 比 对 和 分 析 程 序 

序列 和 数据 搜索 使 用 NCBI 上 的 Blast 在 线程 
序 ; 和 蛋白质 序列 分 析 采 用 ExPASy 在 线 ScanProsite 
程序 ; 蛋白 质 分 子 量 和 等 电 点 分 析 采 用 http: / 
www. expasy. org/ tools/pi-tool. html 在 线 工 具 ; 信号 
肽 序列 预测 采用 http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP 在 线程 序 进行 ; 跨 膜 结构 预测 采用 TMHMM 
2.0(http://www. cbs. dtu. dk/services /TMHMM/ ) 在 
线程 序 进行 。 
1.8 序列 的 系统 发 育 分 析 

从 NCBI 上 下 载 GluCl 基因 的 同 源 基因 的 全 长 
cDNA 序列 , 使 用 Clustalx1.8 软件 对 这 些 序 列 进行 
比 对 , 输出 后 缀 为 * . phy 格式 的 文件 。 采 用 分 子 进 
化 遗传 分 析 软 件 PHYLIP3. 68 进行 遗传 距离 分 析 ， 
具体 步骤 如 下 : 把 * .phy 文件 拷贝 到 PHYLIP 目录 
下 , 更 名 为 infile; 用 Seqboot 分 析 , 复制 数 为 1 000 ， 
运行 后 生成 1 000 套 比 对 序列 的 文件 , 将 此 文件 更 
名 为 infile; 运行 邻 位 相连 法 程序 DNAdist (使 用 
Kimura 双 参 数 模型 ) 及 neighbor， 生 成 两 个 文件 
outfile 和 treefile; 利用 多 重 树 构建 一 致 树 ， 即 打开 
CONSENSE 软件 , 将 刚才 生成 的 treefile 文件 更 名 后 
输入 , 生成 两 个 文件 outfile 和 treefile, 完成 进化 树 
的 生成 。 其 中 treefile 用 TREEVIEW 打开 ， 即 可 浏 
览 一 致 树 。 遗 传 距离 分 析 过 程 中 没有 设置 外 类 群 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

Excel 软件 分 析 灾 光 定 量 PCR3 次 重复 的 基因 
表达 数据 , 其 中 数据 的 标准 差 采用 Excel 软件 中 的 
“STDEV” 函 数 进行 统计 分 析 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 GluCl cDNA 及 推测 蛋白 分 子 的 序列 特征 
分 析 


应 用 高 通 量 测 序 平台 Ilumina ' s Solexa Genome 
Analyzer 工 对 交配 期 的 黄 曲 条 跳 甲 雌雄 成 虫 混合 样 
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本 进行 转录 组 测序 , 采用 SOAP denovo 软件 对 每 一 
个 读 取 序列 片段 (read) 聚 类 进行 拼接 成 unigene( Li 
et al. 2010) , 再 结合 生物 信息 学 软件 进行 cDNA 全 
长 的 判定 ( 贺 华 恨 等 ，2012 ) 。 本 研究 所 获得 的 
GluCl cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : JN966887) ,长 
度 为 1 430 bp, 用 DNAMAN 软件 进行 分 析 , 其 开放 
阅读 框 (ORF) 长 为 1 344 bp, 编码 447 个 氨基 酸 残 
基 。 根 据 在 线 软件 SignalP 4.0 分 析 GluCl 氨基 酸 序 
列 信 号 肽 剪 切 位 点 ,其 信号 肽 最 有 可 能 的 切割 位 点 
在 第 21 ~22 位 之 间 , 预测 出 GluCl 和 绰 白 信号 肽 序列 
含 21 个 氨基 酸 , 其 序列 为 . MRVHTLFALFIHVTHF 
SFCTS( 图 1) 。 和 蛋 日 质 切割 信号 肽 后 经 过 简单 的 加 
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工 过 程 而 成 为 成 熟 肽 ，ExPASy 在 线 预 测 其 蛋白 分 
子 量 为 51 536.73 Da, 其 和 蛋 昌 序列 的 理论 等 电 点 为 
8.50。TMHMM 2.0 在 线 预 测 跨 膜 结 构 其 包含 有 4 
个 跨 膜 结构 域 。 该 cDNA 的 推测 蛋白 分 子 具有 
GluCl a 亚 基 的 典型 特征 : 有 一 个 长 的 N 末端 半 胱 
氨 酸 的 胞 外 区 和 4 个 跨 膜 区 和 C 端 胞 外 区 , 在 其 亲 
水 的 胞 外 区 由 2 对 可 由 半 胱 氨 酸 二 硫 键 形成 氨基 酸 
残 基 的 桥 环 , 其 中 第 1 对 包含 13 个 氨基 酸 残 基 , 第 
2 个 包含 10 个 氨基 酸 残 基 ( 图 1), 表现 出 GluCl a 
亚 基 的 典型 特征 。 

该 基因 的 推测 蛋白 分 子 主要 含 两 大 功能 域 , 第 
30 ~241 位 之 间 的 氨基 酸 为 Neu _ chan _LBD 


有 





1 TITAAAATTTTTATT TITTTTTGTTTTCAA GTGATGTTAATTAAT ACAC AcCCTTTTTGCACTT 攻 
区 工 各 章平 下 全 这 站 让 
76 TITATCCACGTTACC CaACTTTTCATTTTGT ACAAGTGTTAAAATT AATITTCCGAGAAAAA GAAAAAGAACTACTG 起 娩 关 向 子 
i 
151 ~ GATCAGATCCTAGGA CCGGGCCGATATGAT GCGAGAATACGACCA TCGGGTGTAAACGGC ACAGATGGCCCGGCA 
T 管 当 入 和 人 L 信号 肽 切割 点 
226 ATTGTCGTTGTCAAC ATATITGTGAGAAGT ATCTCTAAGATAGAT GACGTGACAACGGAA TaACAGTGTACAGCTT + a 放 
区 
301 ACTITTCGAGAGCAA TGGTTGGACGAACGG CTGAAATITAACGAT TICGGAGGGAGATTA AAGTATITAACGCTC 
下 神经 递 质 分 子 
376 。 AcGGAGGCAAACAGA GTCTGGATGCCGGAT CTGTTTTTCTCGAAT GAAAAAGAGGGCCAT TITCACAATATCATC { ] 胞 外 结合 域 
省 业 攻 天 站 Nen_ahan _BDD) 
451 ATGCCAAACGTCTAC ATTCGCATATTTCCT ACAGGATCAGTATTA TATAGTATAAGGATT TCGCTCACTCTGTCG 
EE SLRAA SYGWT 日 目 半 胱 氨 酸 环 
526 TGTCCAATGAACCTG AAATTGTATCCGCTG GATCGACAAATATGT TCCTTACGAATGGCC AGTTATGGTTGGACA Pg 
TOITILTLY PL BTR VEE HL 人 RE 
601 ~ ACCGATGATCTAGTA TICTTATOGAAACAA GGAGACCCAGTTCAA GTAGTTAAGAATTTA CACCTTCCAAGGTTT 
:i 和 秆 这 入 全 汗 区 生 和 针 二 
676 ~ ACACTAGAAAAATIT TIGACTGACTATTGT AACAGTAAAACAAAT ACAGGTGAATATAGT TGTTTAAAAGTAGAC | 
L L F ER E 了 } = Transmembrane helix 1 
751 ”CTACTATTCAAGCGA GAGTICAGTTACTAT CTAATCCAGATATAC ATACCCTGTTGTATG TTAGTAATAGTATCT 
Dach vr 跨 膜 区 域 2 
826 TGGGTATCCTTCTGG CTGGACCAAGGGGCT GTACCAGCTCGTGTA TCCTTAGGTGTTACA ACCCTATTGACCATG Transmembrane helix 2 
:lrrvsrrirsl D Mi 跨 膜 区 域 3 
901 GCCACCCAAACATCG GGGATCAACGCTTCT TTGCCACCGGTATCT TACACCAAAGCCATT GACGTCTGGACAGGA Transmembrane helix 3 
站 六 让 
976 GITTTGCCTAACTITC GTATTTGGAGCACTG TTAGAATTTGCACTT GTAAACTACGCTTCC CGATCGGACATGCAC 
和 区 
1051 = CGAGAAAACATGAAA AAACAAAGGAGACAA TOTGAACTGGAGCAT GCTGCTTCTITGGAC GCTACCTCAGATTTA 
T 入 这 家 六 和 i 
1126 ATCGACACTGAAAGC AATGCTACATTTGCC ATGAAACCTCTAGTA CGACATCCTGGCGAT CCGATGAGCTTAGAC 
补 入 和民 和 和 和 
1201 AAAGTCCGCCAATOC GAAATICACATGCAA CCTACACGCCCAAAT TOCTGTAAATCGTGG TIGTCGAAGTTTCCT 
TT 苇 呈 守信 路 膜 区 域 4 
1276 ACAAGATCAAAGCGC ATCGACGTGATCTCG AGAATAACATTTCCA TIAGTTTTCGCATTG TICAATGITATATAT Transmembrane helix 4 
WE CF REEh EES+* 
终止 密码 子 
1351 ~ TGGTCTACTTACCTT TTCCGTGAAGAGGCC TC ACCATTGCAAACATT TATTGTGATITTTCA 国 i 
1426 TAAGT 
1 黄 曲 条 跳 甲 的 GluCl 基因 核酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 特征 分 析 
Fig. 1 Characteristics of nucleotide and putative protein sequences of GluCl gene of Phyllotreta striolata 
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superfamily ， 即 神经 递 质 分 子 胞 外 结合 域 ; 第 248 ~ 
435 位 之 间 的 氨基 酸 为 Neu _ chan _ memb 
superfamily, 即 胞 内 跨 膜 域 。 结 合 数 据 库 进 行 多 物 
种 序列 比 对 分 析 表 明 ，CluCl 中 第 1 个 包含 13 个 氮 
基 酸 残 基 的 Cys 环 都 处 于 高 度 保 守 区 域 , 而 第 2 个 


2QC1_B 
query 

gi 1346173 S58 TSNILNRIL [2].YDPRIRP 上 
Bi 74894417 31 EQEILNELL [2]. YDMRYRP 
gi 74946801 26 EQKIIINLL [6]. YDWRYRP 


5 ETRLEAKLF. [2]. YSSYYRP 


2QC1_B 68 WH. [3].Y66 YKKINI?S EE 
query 97 FN. [1]. 了 G6. [1].LKYLTLTE. [1].N 
gi 1346173 118 LP. [2]. FRG SDALTYDP 
gi 74894417 98 YA [4] .QP PKFLTYPH 
gi 74946801 102 FN SPT LEOYLSP 


宾 淑 英 等 ; 黄 曲 条 跳 甲 谷 氨 酸 门 控 握 离 子 通 道 (GluCl) 基因 序列 特征 及 表达 分 析 


¥. [1]. DYRE 
30 EKEVLDQIL. [4]. YDARIRP. [2].Y. [1]). GTDG 
PKGI 
P. [5]. DPMG 
R. [5]. ADDD. [5]. PYFITYWMYLRSISKYDDYWMEYSLHFTFREEWIDERLY 101 
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包含 10 个 氨基 酸 残 基 的 Cys 环 区 含有 更 多 的 可 变 
性 (图 2:A)。 因 此 , 第 2 个 Cys 环 的 可 变性 是 否决 
定 该 GluCl 的 重 日 分 子 与 药物 的 结合 力 还 有 竺 研 
究 。 吃 外 , 蛋白 分 子 中 的 4 个 跨 膜 域 都 处 于 高 度 保 
守 区 域 ( 图 2:B)。 


IVQYTYGLALIQLINVYDEVNAIVTITHNYRLKEQQWYDYNLK 67 
PAIYYYNIFYRSISKIDDYTTEYSYQLIFREQWLDERLK 96 
PYDYYYNIFINSFGSIQETTMDYRYNIFLRAKWHDPRLK 117 
PVTIVRYHIMIRNLSKIDYVINEYSWQLIFREQYLDSRLA 97 


KIWRPDYYLYN NADGDFAIY. [1].F TKYLLDY 113 
RVWMPDLFFSYN. [1]. KEGHFHNII. (1].P. (1]. VYIRIFP 144 


T. [3].CLWYKPDLFFAN. [1]. KSANFHDYT. [1].E. (1].ILLFIFR 167 
I. [2]. HLWIPDTEFFPT. [1]. KAAHRHLID. [1].D. (1]. MFLRIHP 148 
6G. [1]. RIWYPDTFFQN. [1]. KDGKIGDID. [1].P. [1].ILIRIHN 147 


光 胱 氨 酸 环 1 
Cystein-loop 1 


2QC1_B 114 
TGSYLY 

\ DGDYLYSM 
gi 74894417 149 


gl T74946801 148 . 
光 胱 氨 酸 环 2 


. [2] OWK. LO 

Wl: CNS. [2].N TGEYS 

. [2].4CTK. [2].K. [1]. TGYYT 
CTS. [2].¥ TGSYA 
rs: [2]. 卫 TGAYS 


2QC1_B 182 
query 218 
gi 1346173 241 
gi 74894417 226 
gi 74946801 225 


B 跨 膜 区 域 1 
Transmembrane helix 1 


10ED FE 
query 
gl 120775 


2481TYIPCCMLYIYSYYSFY 


10ED_ 了 
query 3241LYIY 
gi 120775 ”325 


TGHITWTPPAIPFKSYCEIIVTHEFPFDEA 
PLDRAI 
LDLTLFPMDTQROKMQLESFGYTTDDLRFIWQSGDP. [6]. ALPQPDIKKE. [2]. EY 240 


WO [9]. DLPNFQLINI. [3]. DP 225 


Transmembrane helix 2 


G1ITAPCYLISSLYYLYYFIPAQAG. [1]. 站 I83 
V. [1].ARYSLGYTTLLTIAT9TSGIjASLPP 


2491TINPSTLITILSTYSPYIN DAS. [1]. ed ie i 1324 


841YIVLWW. [3]. TP. [3]. SLSEKTK. [18]. EETPEKPQPRRRSSFGINM. [32].T 


DGSAVAINPESDAP DLSNWFMESGE. [3]. KE 181 
GWTTDDLYFLWKAGDP. [7]. HLPRFTLEKF. [1].TD 217 


ASYAYTTKDIEYGWKEEKP. [9]. SLPSFLLSNY. [2]. GN 224 


. [7]. FYMQRLP 212 
. [3]. LLFKREF 241 


CY. [3]. FTLRRQY 266 
GH. [3]. LTLKRAQF 248 


CL. [3]. IELKREF 247 
跨 腊 区域 2 跨 膜 区 域 3 


Transmembrane helix 3 


GYCLTPYFGALLEFA 1323 


VCFAFYFSALIEFA1322 
VNYFASLLEYA 1349 


AALPKISYYESI 


SDIDIGTTYDLYKDLANFA 192 


. [1].SD. [4]. NMKKQRR. [ 6]. AASLDATSDLIDTESNAT. [14].S. [1]. DKYRQCEIHMQPTRPNCCK 402 
. [3]. GP. [4]. KQSERIS. [24]. LLSTLDMNNELLATDMMS. [ 2].G 
1 13959685 323 IAVNYFE. [3].SQ. [4]. QAQTAAT. [11]. LEAEIVYHSDSKY}HLKKR. [ 1].S 


DSRNSYMSFEGSGIQFRKP 410 
SLTLPIVPSSEASKALSRT 394 


gi 109933036 3501TYGY 只 KR IQMRKQR. [17]. ANQQQANPHPNANVGGPG. [27].¥ GHGHGHHAHSHGHPHAPKQ 446 
跨 膜 区 域 4 
Transmembrane helix 4 
10FD 了 193 PF. [15]. TKEQ. [15]. IALILFSIGTLAIF1249 
query 403 S. [ 6].TRSK RIDVISRITFPLYFALFNVIYN 1435 
g1 120775 411 L. [31].LERR [15] IFPITFGFFNLYYY 1483 
gl 13959685 395 P. [11]. LIPA. [ 5]. YSRILFPYAPAGFNLVYW 1437 
gi 109933036 447 T. [98]. LHPG. [15]. DIDKYSRIYFPYCFVCFNLUNYW1586 


图 2 ”Clucl 半 胱 氨 酸 环 和 跨 膜 域 的 保守 特征 分 析 
Fig. 2 Sequence alignment of cystein-loops and transmembrane domains of GluCl 
A; 神经 递 质 分 子 胞 外 结合 域 Neurotransmitter-gate ion-channel ligation binding domain in extracellular region; B: 胞 内 跨 膜 域 Neurotransmitter-gate 
ion-channel transmembrane domain in cytoplasmic region. 图 中 Query 表示 分 析 中 提交 的 黄 曲 条 跳 甲 GluCl 的 cDNA 序列 。Query indicates the query 


sequence from Phyllotreta siriolata. 
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2.2 系统 进化 分 析 

在 CenBank 中 搜索 与 该 CluCl 高 度 同 源 的 序列 
(E value 生 le -100) ， 发 现 主要 有 来 源 于 鞘翅 目 昆 
虫 、 双 翅 目 昆虫 、 膜 翅 目 昆虫 、 鳞 节目 昆虫 以 及 部 
分 线虫 等 物种 的 GluCl 基因 同 源 序列 。 应 用 软件 
PHYLIP 进行 邻 位 法 遗传 距离 分 析 ( 图 3) 。 结 果 表 
明 , 不 同 目 昆 虫 之 间 的 GluCl 同 源 基因 序列 差异 较 
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大 , 而 同一 目 昆 虫 之 间 的 差异 较 小 , 可 各 目 育 为 一 
支 。cDNA 的 BlastX 比 对 分 析 中 , 黄 曲 条 跳 甲 的 
GluCl cDNA 与 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 的 
GluCl cDNA 序列 一 致 性 最 高 , 达 95% ; 与 冈比亚 按 
蚊 Anopheles gambiae str. PEST 的 cDNA 序列 一 致 性 
次 之 , 为 86% ; 与 线虫 纲 物种 的 cDNA 序列 一 致 性 
则 在 40%~60% 之 间 。 
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图 3 不 同 物种 谷 氮 酸 门 控 氯 离子 通道 基因 cDNA 序列 的 系统 进化 分 析 
Fig. 3 Phylogenetic relationship of CluCl cDNA in different organisms 

使 用 Kimura 双人 参数 模型 构建 NJ 进化 树 ; 图 中 的 比例 尺 (0. 1) 表 示 10% 的 差异 。Phylogenetic tree generated by NJ method with Kimura 2- 
parameter.，The scale bar (0.1) indicates a 10% difference.。 所 分 析 的 各 物种 配 体 门 控 氯 离子 通道 基因 cDNA 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 如 下 
CenBank accession numbers related to the species analyzed: Ps_GluCl: 黄 曲 条 跳 甲 Phyllotreta striolata (Fabricius) (JN966887 ) ; Te_GluCl: 赤 拟 谷 
盗 Tribolium castaneum ( XP968805 ) ; Px_GluCla 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( GQ221939 ) ; Bi_GluCl-like: 美国 本 土 能 蜂 Bombus impatiens 
(XM003492982 ) ; Bte_GluCl-like: 欧洲 能 蜂 Bombus terrestris (XM003397631 ) ; Nv_GluCl; 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis (XM001603984 ) ; 
Si_GluCl: 入侵 红火 蚁 Solenopsis invicta (中 322789697 ) ; Ag_GluCl: 四 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae (XM321696 ) ; Aa_GluCl: 埃及 伊 蚊 Aedes 
aegypti (XM001662847 ) ; Cq _ GluCl 致 倦 库 有 蚊 Culex gquinquefasciatus ( XM001859919 ); Dm _ GluCla: 黑 腹 果 蜗 Drosophila melanogaster 
(NM132147 ) ; Md_GluCl: 家 电 Musca domestica ( AB177546 ) ; Ce_avr-15: 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans ( NM001028905 ) ; Ce_avr-14: 
(NM_001025792 ) ; Ce_glc-3:; (NM_072040 ) ; Ce_gle-1: (NM_074689 ) ; He_gbr-2a: 擒 转 血 巴 线 虫 Haemonchus contorius (了 14233 ) ; Bm_avr-14: 
马 来 丝 虫 Brugia malayi( HQ123447 ) ; As_GBR-2 : 猪 映 虫 Ascaris suum (了 Y18347 ) ; Ov_GluCIX : 旋 盘 尾 丝 虫 Onchocerca volvulus (U59745 ) . 


2.3 基因 表达 分 析 

对 黄 曲 条 跳 甲 的 不 同 组 织 中 的 GluCl mRNA 的 
相对 含量 进行 分 析 ( 图 4), 其 mRNA 在 黄 曲 条 跳 甲 
雌雄 虫 的 不 同 部 位 中 均 有 表达 。 瞧 雄 成 虫 CluCl 
mRNA 在 头 部 中 的 表达 量 比 在 其 他 部 位 的 相对 表达 
量 要 高 出 很 多 , 如 在 雄 虫 头 部 中 的 相对 表达 量 是 在 
精 梨 中 的 65.7 倍 、 是 在 中 肠 中 的 227.5 倍 。 上 述 
研究 结果 表明 该 基因 在 黄 曲 条 跳 甲 的 中 枢 神 经 系统 


中 高 丰 度 表达 , 而 外 周 组 织 中 的 表达 相对 较 低 。 


3 讨论 


目前 对 电压 门 控 氯 离子 通道 研究 得 较 清 楚 ( 陈 
丽 娥 和 谢 浩 , 2010 ) ， 对 氯 离子 通 赴 蛋白 的 改变 与 
昆虫 抗 性 的 关系 也 开始 关注 ,如 在 家 蝇 和 一 景 等 多 
种 害虫 中 发 现 了 与 抗 性 相 联系 的 突变 ,而 且 这 些 突 
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图 4 黄 曲 条 跳 甲 成 虫 不 同 组 织 中 GluCl mRNA 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Relative expression level of GluCl mRNA in different 
tissues of Phyllotreta striolata adults 
1. 触角 Antenna; 2. 头 部 (不 含 触角 ) Head (antenna removed ) ; 3. 
中 肠 Midgut; 4. 精 梨 /卵巢 Testis/ovary; 5. 前 足 Fore leg; 6. 中 足 
Middle leg; 7. 后 足 Hind leg. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 。Data in 


the figure are denoted as mean + SD. 


变 表现 出 一 定 的 保守 性 ( 王 佳 和 诸葛 洪 祥 ,2005 ) 。 
GluCl 是 存在 于 无 誉 椎 动物 体内 的 配 体 门 控 离 子 通 
道 超 家 族 的 新 成 员 。 除 果 蝇 和 蚊子 等 模式 昆虫 外 ， 
GluCl 在 美洲 大 景 Periplaneta americana (Zhao et al.， 
2004 ) 、 家 蝇 Musca domestica ( Eguchi et al., 2006)、 
东亚 用 幅 Locusta migratoria manilensis ( Meyen ) 
(Janssen et al.，2007 )、 赤 拟人 和 谷 次 Tribolium 
castaneum ( Herbst) ( Jones amd Sattelle，2007 ) 和 小 
菜 蛾 Plutella xyllostella ( Linnaeus ) ( 深 延 坡 等 ， 
2010 ) 等 昆虫 中 也 有 报道 。 对 黄 曲 条 跳 甲 GluCl 的 
cDNA 序列 进行 的 BlastX 分 析 发 现 , 除 无 脊椎 动物 
中 的 GluCl 同 源 基因 外 , 还 可 在 准 椎 动物 中 也 找到 
有 同 源 性 的 基因 (E value 大 le -100), 但 其 蛋 日 产 
物 为 识别 甘氨酸 分 子 的 离子 通道 蛋白 。 现 已 清楚 ， 
无 脊椎 动物 的 GluCl 及 y- 氮 基 丁 酸 受 体 (GABAAR<、 
CABAcR) 与 脊椎 动物 体内 的 甘氨酸 受 体 (CIyR ) 及 
组 氨 酸 门 控 握 离子 通道 ( HisCls) 同属 于 阴离子 通 
道 , 是 半 胱 氨 酸 环 配 体 门 控 离 子 通道 超 家 族 ( Cys- 
loop LGIC superfamily) 中 的 一 类 。 该 家 族 还 包括 激 
动 性 阳离子 通道 , 包括 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR)、5- 
羟色胺 受 体 (5$-HT;R) 等 (Janssen et al., 2007)。 但 
GluCl 目前 仅 在 无 脊椎 动物 的 神经 和 肌肉 细胞 中 发 
现 , 在 疹 椎 动物 中 尚未 发 现 , 因此 是 较为 理想 的 杀 
虫 剂 作 用 又 标 ( 吴 青 君 等 , 2008 ) 。 鞘 翅 目 害虫 黄 曲 
条 跳 甲 GluCl 的 鉴定 和 分 析 进 一 步 丰富 了 配 体 门 控 
握 离 子 通道 信息 资源 , 对 该 类 通道 分 子 的 功能 及 药 
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物 分 子 靶 标 的 研究 都 具有 促进 作用 。 

配 体 门 控 毛 离子 通道 是 目前 杀 虫 剂 的 主要 驾 
标 。 靶 标 不 敏感 性 是 害虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 性 极为 重 
要 的 一 种 机 制 , 尤其 与 高 水 平 抗 性 有 关 ( 梁 延 坡 等 ， 
2010)。 阿 维 菌 素 是 大 环 内 酯 类 化 合 物 , 可 以 与 
GluCl 产生 生理 和 化 学 作用 。Cully 等 (1996b) 对 果 
蝇 属 及 线虫 的 研究 表明 , 无 脊椎 动物 的 GluCl 受 体 
上 具有 阿 维 菌 素 类 药剂 的 作用 位 点 。 选 择 性 试验 表 
明 , 果 蝇 对 阿 维 菌 素 的 衍生 物 伊 维 菌 素 抗 性 是 由 于 
GluCl a 亚 基 表达 时 发 生 突 变 或 改变 ( Dent et al.， 
2000) 。 对 不 同 地 区 黄 曲 条 跳 甲 的 药剂 敏感 性 研究 
发 现 , 黄 曲 条 跳 甲 对 有 机 磷 类 ( 马 拉 硫 磷 、 毒 死 蝗 、 
敌 敌 鞭 )、 有 机 握 类 ( 丁 硫 殉 百 威 )、 氨基 甲酸 酯 类 
( 甲 蔡 威 ) 及 生物 农药 类 ( 阿 维 菌 素 ) 均 产生 了 不 同 
程度 的 抗 药性 (Feng et al.，2000; 傅 建 炜 等 ， 
2006) 。 目 前 对 抗 药性 机 理 的 研究 只 局 限 在 代谢 抗 
性 领域 , 郊 丽 祯 等 (2009a, 2009b ) 发 现 乙 栈 胆 碱 酯 
酶 活性 的 降低 、 羧 酸 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 
的 提高 是 导致 其 对 毒 死 昕 和 敌 敌 芋 的 抗 性 增强 的 原 
因 。 本 研究 借助 严 光 定量 PCR 技术 , 检测 出 GluCl 
基因 在 黄 曲 条 跳 甲 头 部 的 表达 量 远 远 超 过 其 他 部 位 
的 表达 量 , 揭示 该 通道 蛋白 在 中 枢 神 经 组 织 中 可 能 
具有 重要 作用 。 因 此 ，GluCl 基因 的 鉴定 对 于 了 解 
黄 曲 条 跳 甲 对 阿 维 菌 素 等 农药 抗 性 机 理发 生 的 研究 
具有 重要 意义 。 今 后 需要 结合 黄 曲 条 跳 甲 对 各 种 农 
药 的 敏感 品系 和 抗 性 品系 对 比 研究 GluCl 的 基因 突 
变 或 表达 量变 化 趋势 等 , 才能 进一步 前 明 GluCl 在 
介 导 黄 曲 条 跳 甲 抗 药 性 发 生 中 的 作用 。 
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